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基于二代测序的染色体非整倍体无创产前筛查
孕妇血浆中胎儿ＤＮＡ比例的检测和计算方法
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【摘要】　孕妇血浆中胎儿游离ＤＮＡ的发现已对胎儿染色体非整倍体异常的无创产前检测产生了巨大
的变革，母体血浆中的游离ＤＮＡ越来越被认为是非侵入性检测胎儿发育异常的重要指标。二代测序技
术的发展也使染色体非整倍体无创产前筛查（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔ，ＮＩＰＴ）在临床实践中得到了迅
速的开展和推广应用。在ＮＩＰＴ筛查中，血浆中胎儿游离ＤＮＡ比例是整体检测性能的关键参数，在一
定程度上确保对检测结果作出正确的临床解释。本综述中，我们对目前ＮＩＰＴ中胎儿游离ＤＮＡ比例的
检测方法和生物信息学算法进行介绍，并简单讨论各个方法的优缺点。
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　　人类的ＤＮＡ主要存在于细胞中，此外还有少
量以游离状态存在于循环血中。１９４８年Ｍａｎｄｅｌ和
Ｍéｔａｉｓ发现人体外周循环血中游离ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅ
ＤＮＡ，ｃｆＤＮＡ）的存在［１］。１９７７年，Ｌｅｏｎ等［２］发现
机体血循环中存在肿瘤细胞凋亡后释放出的ｃｆＤ
ＮＡ，其浓度与肿瘤发展速度相关。１９９７年，Ｌｏ
等［３］在孕有男性胎儿的孕妇外周血血浆中检测到Ｙ
染色体性别决定区（ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｅｒｅｇｉｏｎｏｆｔｈｅＹ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＳＲＹ）序列，提出了胎儿游离ＤＮＡ
（ｃｅｌｌｆｒｅｅｆｅｔａｌＤＮＡ，ｃｆｆＤＮＡ）的概念，证实孕妇外
周血中存在ｃｆｆＤＮＡ。ｃｆｆＤＮＡ主要来源于胎盘合
体滋养层细胞［４］，孕４～５周即可在孕妇外周血血浆
中检出，在孕早期占孕妇游离ＤＮＡ总量的９％，最
高可达２０％［５］。ｃｆｆＤＮＡ在胎儿娩出后迅速降解，
分娩后４８ｈ即检测不到，因此基于ｃｆｆＤＮＡ的检测
不受上一胎的影响［６］。二代测序技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａ
ｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）的问世，其高通量、高准确性
和低成本的优点加速了针对ｃｆｆＤＮＡ测序的研发应
用。自２００８年无创产前筛查技术（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ

ｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔ，ＮＩＰＴ）采用高通量的二代测序技术，
基于孕妇血浆中ｃｆｆＤＮＡ对染色体非整倍体的筛查
在实验室得到迅速验证［７，８］，目前ＮＩＰＴ在Ｔ２１／
Ｔ１８／Ｔ１３等染色体非整体倍体的筛查已大规模应
用于临床，并已扩展至筛查由拷贝数变异（ｃｏｐｙ
ｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｎｔｓ，ＣＮＶｓ）引起的染色体病。但
ＮＩＰＴ作为一种筛查方法，仍然存在与胎儿核型不
一致的情况。目前的研究认为ＮＩＰＴ灵敏度和特异
度的影响因素主要是母体血浆中胎儿游离ＤＮＡ所
占比例（ｆｅｔａｌｆｒａｃｔｉｏｎ，ＦＦ）过低和胎盘嵌合。ＦＦ值
是影响ＮＩＰＴ灵敏度的关键因素，不同的实验方法
估算ＦＦ值的方法不尽相同，但大多数研究都以４％
作为ＦＦ的阈值。当ＦＦ值高于４％时，绝大多数非
整倍体变异应被检出，但当ＦＦ值过低时，非整倍体
胎儿的异常染色体的游离ＤＮＡ片段很容易被血浆
中母体来源的大量游离ＤＮＡ片段覆盖，导致假阴
性结果［９］。因此准确评估胎儿游离ＤＮＡ比例非常
重要，可以确保通过质控的样本有足够的胎儿游离
ＤＮＡ而获得可靠的测序结果。本文将对基于二代
测序的染色体非整倍体无创产前筛查中孕妇血浆中
胎儿ＤＮＡ比例的检测方法进行综述。
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１　基于犢染色体的方法

基于Ｙ染色体测定母体血浆胎儿游离ＤＮＡ比
例的研究，是以检测Ｙ染色体上的基因如ＳＲＹ、
ＤＹＳ１４和ＺＦＹ基因来代表母体外周血血浆中胎儿
游离ＤＮＡ含量，并以管家基因代表母体血浆中总
的游离ＤＮＡ来进行定量，多采用荧光定量扩增
（ＲＴｑＰＣＲ）的方法。正常女性不含有Ｙ染色体，如
果在孕妇血液中检测出了来源于Ｙ染色体的ＤＮＡ
片段，那么它就一定是来自于胎儿，但该方法不适用
于女性胎儿［１０１２］。无创产前筛查中，基于该原理对
胎儿游离ＤＮＡ比例的估算是将对比到Ｙ染色体上
的序列ｒｅａｄｓ，转化计算胎儿游离ＤＮＡ比例［１３，１４］。
考虑到母体来源的ＤＮＡ可能被错误比对到Ｙ染色
体上，Ｈｕｄｅｃｏｖａ等［１４］利用检测成人男性血浆中的
Ｙ染色体序列（ｍａｌｅ％ｃｈｒＹ）和怀孕正常女性胎儿
孕妇血浆中的Ｙ染色体序列（ｆｅｍａｌｅ％ｃｈｒＹ）来计
算胎儿游离ＤＮＡ比例（Ｆ）。由于％ｃｈｒＹ＝
（ｍａｌｅ％ｃｈｒＹ×Ｆ）＋ｆｅｍａｌｅ％ｃｈｒＹ×（１Ｆ），所以Ｆ
＝（％ｃｈｒＹｆｅｍａｌｅ％ｃｈｒＹ）／（ｍａｌｅ％ｃｈｒＹｆｅｍａｌｅ
％ｃｈｒＹ）。另一种算法是唯一比对到Ｙ染色体上
的ｒｅａｄｓ部分。Ｂａｙｉｎｄｉｒ等［１５］将基因组划分为
５０ｋｂ的ｂｉｎｓ，每个ｂｉｎ的ｒｅａｄｓ被确定，胎儿ＤＮＡ
浓度Ｆ＝（ｍｅｄ（Ｃｈｒａｕｔｏ）ｍｅｄ（ＣｈｒＸ））／ｍｅｄ（Ｃｈｒａｕｔｏ）
２，另一个算法是Ｆ＝ｍｅｄ（ｃｈｒＹｍａｓｋ）／ｍｅｄ（ｃｈｒａｕｔｏ）
２。ｖａｎＢｅｅｋ等［１６］研发的算法称为ＤＥＦＲＡＧ，标
准化男性女性的胎儿ＤＮＡ比例去除单独Ｙ染色体
的序列，Ｆ＝（％ＹＸＹｆｅｔｕｓ％ＹＸＸｆｅｔｕｓ）／％ＹＸＹｍａｎ。
ＮＩＰＴ基于Ｙ染色体的含量来计算胎儿ＤＮＡ比
例，优点是简单、准确，没有额外的实验操作。缺点
是只能针对男性胎儿，不能用于女性胎儿。

２　基于犛犖犘位点的方法和算法

２．１　基于ＳＮＰ位点双亲基因型的方法　基于Ｙ
染色体的方法不能检测女胎的比例，研究者发明了
基于检测双亲ＳＮＰ位点的基因型或多态性的插入／
缺失作为标志物，计算胎儿游离ＤＮＡ比例的方
法［１７，１８］。因为胎儿的遗传物质一半来自父亲，另一
半来自母亲，可以通过在母体血浆中检测父源遗传

物质的含量来推算出胎儿游离ＤＮＡ比例。这种方
法目前主要基于单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）位点来实现，找出父亲和母亲
都是纯合的但基因型不同的ＳＮＰ位点，例如父亲基
因型为Ａ／Ａ，母亲基因型为Ｃ／Ｃ，胎儿的基因型为
杂合的Ａ／Ｃ位点，通过计算胎儿特异性等位基因Ａ
的占比来计算胎儿游离ＤＮＡ比例。为提高准确性
往往会计算较多的ＳＮＰ位点，Ｌｏ等［１７］招募了一对
怀孕的夫妇，对双方的外周血白细胞ＤＮＡ进行分
型，鉴定出４５，３９２个父亲和母亲都是纯合的但基因
型不同的ＳＮＰ位点。基于该思路，也有学者选择多
态性的插入／缺失作为标志物来计算母体血浆中的
胎儿游离ＤＮＡ比例，Ｂａｒｒｅｔｔ等［１８］通过设计了一个
含３５个多态性插入／缺失的多重ＰＣＲ引物方案，通
过多重ＰＣＲ扩增，计算胎儿ＤＮＡ比例Ｆ＝（（２×
ｆｅｔａｌａｌｌｅｌｅ）／（ｓｈａｒｅｄａｌｌｅｌｅ＋ｆｅｔａｌａｌｌｅｌｅ））１００％。
基于位点多态性进行胎儿游离ＤＮＡ比例的估算方
法，优点是非常准确，但需要额外的实验，有时候会
被样本限制。因为临床上常规ＮＩＰＴ只收集母亲的
血液样本，父亲外周血的获取比较困难，且由于可能
存在的非父源性，所以这种方法用于常规ＮＩＰＴ有
一定的局限性。
２．２　利用ＳＮＰ位点的基于高深度靶向测序的方法
和算法　为避免对父亲基因型信息的要求，研究者
通过靶向二代测序分析高深度的母体血浆游离
ＤＮＡ序列鉴定母亲是纯合（ＡＡ）而胎儿是杂合
（ＡＴ）的ＳＮＰ位点来计算胎儿游离ＤＮＡ比
例［１９２１］。Ｃｈｕ等［１９］基于靶向测序的数据，依据血浆
中胎儿父系遗传的多态双等位基因标记，提出了一
种创新的高度准确的对母体血浆中胎儿游离ＤＮＡ
比例的测定算法。Ｓｐａｒｋｓ等［２０］对基于该方法估算
胎儿ＤＮＡ比例的无创产前检测Ｔ２１和Ｔ１８进行
了评估，结果显示可以准确检测胎儿非整倍体。Ｌｉ
ａｏ等［２１］采用靶向捕获二代测序的方法，利用人类全
基因组ＳＮＰ分型６．０试剂盒对母体外周血血浆
ＤＮＡ进行分型，鉴定了１０５２０９１２７６３８个母亲是
纯合（ＡＡ）而胎儿是杂合（ＡＴ）的有信息的ＳＮＰ位
点，进而计算胎儿游离ＤＮＡ比例。Ｊｉａｎｇ等［２２］基于
高深度的二代测序数据开发的算法命名为Ｆｅ
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ｔａｌＱｕａｎｔ，该方法利用母胎基因型组合的规律来分
析胎儿游离ＤＮＡ比例，母亲基因型纯合ＡＡ表示，
杂合ＡＢ表示，胎儿基因型用下标表示，母胎基因型
的组合有四种类型ＡＡＡＡ、ＡＡＡＢ、ＡＢＡＡ、ＡＢＡＢ。Ａ
是最广泛分布的等位基因，Ｂ是次广泛分布的等位
基因，所以ＡＡ代表纯合，ＡＢ代表杂合。根据测序
数据，计算每个ＳＮＰ位点（ｉ）的等位基因组成Ａ（ａｉ）
和Ｂ（ｂｉ）。母体血浆中Ｂ等位基因的浓度在０和
０．５之间变动，取决于该样本胎儿游离ＤＮＡ的比
例，ＡＡＡＡ是０，ＡＢＡＢ是０．５，ＡＡＡＢ是ｆ／２，ＡＢＡＡ是
０．５ｆ／２，其中ｆ为胎儿ＤＮＡ比例，为胎儿基因型频
率。由于测序误差和随机变异，实际与预期的Ｂ等
位基因浓度可能会有偏差，通过建立一个二项分布
的混合模型，对各组合所占的比例进行估算，从而准
确估算出胎儿游离ＤＮＡ比例。这个模型中胎儿游
离ＤＮＡ比例通过极大似然法计算，该方法的预测
结果与基于亲本基因型的方法推断的结果非常接
近。但局限性在于需靶向测序，测序深度需高于
１２０ｘ才能确保检测到胎儿特定的等位基因。
２．３　利用ＳＮＰ位点的基于低深度测序的改进算法
ＦｅｔａｌＱｕａｎｔＳＤ　Ｊｉａｎｇ等［２３］随后又开发了基于低深
度测序对胎儿游离ＤＮＡ比例进行估算的算法，称
为ＦｅｔａｌＱｕａｎｔＳＤ，ＳＤ代表低深度（ｓｈａｌｌｏｗｄｅｐｔｈ）。
该方法基于常规ＮＩＰＴ检测０．０３Ｘ的全基因组测
序数据，因此很容易应用于实验室的ＮＩＰＴ检测服
务数据，由此获得准确的胎儿游离ＤＮＡ片段比例
信息可用于质控，且可被嵌入诊断算法中以增加诊
断性能。该方法首先用基于微阵列的基因分型法对
母血白细胞进行分型鉴定出孕妇的纯合ＳＮＰ位点，
然后鉴定出测序数据中的非母体等位基因（ｎｏｎ
ｍａｔｅｒｎａｌａｌｌｅｌｅｓ），这些理论上是胎儿遗传自父亲的
等位基因，当然也有一小部分非母体等位基因可能
是由于测序误差和母血分型错误造成的误差。假设
这些误差在不同样本中是一致的，所以母体血浆中
的非母体等位基因与胎儿游离ＤＮＡ比例应该是成
线性的。随后基于非母体等位基因比例和确切的基
于双亲基因分型方法计算的胎儿游离ＤＮＡ比例，
建立一个线性回归模型的校准曲线。基于这个独立
样本验证数据库建立的受训过的模型，即使只有１

百万的测序ｒｅａｄｓ，胎儿游离ＤＮＡ比例也能被准确
的预测。但这个模型的参数是变化的，基于不同的
测序和基因分析平台，因为不同的平台有不同的误
差性，可能影响非母体等位基因的计算。另一方面，
不同种类人群的ＳＮＰｓ具有异质性，这也会影响胎
儿游离ＤＮＡ比例的估算。该方法需额外对母体外
周血的白细胞进行基因分型，该方法在有８百万
ｒｅａｄｓ的情况下，需检测３０万个ＳＮＰｓ位点基因分
型，采用ｉｌｌｕｍｉｎａ的ＨｕｍａｎＣｏｒｅ２４ＤＮＡ基因分型
试剂盒进行多重分析。该方法的缺点在于，需要获
得母体的基因型来估算胎儿游离ＤＮＡ比例，且基
因分型试剂成本相对较高；且该模型的线性校准曲
线在不同的测序方法平台和基因分型平台及不同的
人群也需要重建。该模型的优点是如果建立了基于
相同平台和同一人群，一个被训练过的良好模型，它
可以直接应用于各个数据库。

３　基于犇犖犃片段大小的方法

Ｌｏ等［１７］的研究发现孕妇血浆中胎儿来源和母
亲来源的游离ＤＮＡ片段大小的组成不同，呈现不
同的断裂模式，胎儿来源的游离ＤＮＡ片段比母体
来源的短，相对于总ＤＮＡ片段峰值所在的１６６ｂｐ，
胎儿游离ＤＮＡ组分在１６６ｂｐ处减少，而在１５０ｂｐ
以下增加。因此，较高的胎儿游离ＤＮＡ比例理论
上应该与短游离ＤＮＡ分子的增加有关。Ｙｕ等［２４］

在２０１４年基于双端测序的数据发现，相对于胎儿游
离ＤＮＡ浓度低的样本，胎儿游离ＤＮＡ浓度高的样
本１５０ｂｐ以下片段的组分更多，而１６６ｂｐ的游离
ＤＮＡ组分降低，可以通过计算孕妇血样中长度在
１００～１５０ｂｐ的游离ＤＮＡ片段部分与长度在１６３～
１６９ｂｐ的游离ＤＮＡ片段部分的相对比例来估算胎
儿游离ＤＮＡ比例，即Ｓｉｚｅｒａｔｉｏｎ＝犘（１００１５０）／犘
（１６３１６９）。通过对７３个样本的研究，３６个样本用
于建模，３７个样本来验证，用基于Ｙ染色体检测的
游离ＤＮＡ比例对照，发现这个片段比值（ｓｉｚｅ
ｒａｔｉｏｎ）与胎儿游离ＤＮＡ比例线性相关（狉＝０．８２７，
犘＜０．００１）。即利用该方法推断的游离ＤＮＡ比例
与基于Ｙ染色体序列的比例高度一致。该方法的
缺点在于双端测序价格高且时间长，当建库过程加
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入胎儿ｃｆＤＮＡ富集方法时会导致片段分布发生偏
移，限制了它作为常规步骤植入临床的实施，改进的
办法是对母体外周血中的ｃｆＤＮＡ片段长度的数据，
采用拥有Ｋ个正态分布的高斯混合模型，对母体和
胎儿的ｃｆＤＮＡ进行量化，自动准确的获取五个波峰
和对应的分布范围，重新拟合参数得到胎儿ｃｆＤＮＡ
的浓度（专利号：ＺＬ２０１７１０１４０５３４．８）。

４　基于低深度单端测序数据建立的犛犲狇犉犉模型

基于游离ＤＮＡ片段长度，Ｋｉｍ等［２５］开发了一
个基于单端低深度测序数据评估胎儿游离ＤＮＡ比
例的方法ＳｅｑＦＦ，利用常规的ＮＩＰＴ数据直接评估
胎儿游离ＤＮＡ比例，不需要增加额外的工作。该
方法的原理如下：孕妇血浆中的胎儿游离ＤＮＡ在
染色体各区段上的分布是不均匀的，有的区段多，有
的区段少，影响因素比较复杂，主要有基因密度和
ＣＧ含量。该方法的流程如下：首先将各常染色体
按照每５０ｋｂ分割成区间窗口，称为ｂｉｎ，计算出每
个ｂｉｎ的短片段比率，即小于１５０ｂｐ的游离ＤＮＡ
（ｃｃｆＤＮＡ）数量除以小于６００ｂｐ的ｃｃｆＤＮＡ数量；随
后加入各区段基因密度和ＣＧ含量的参数进行分
析，构建一个多元回归模型，即ＳｅｑＦＦ模型。纳入
分析的染色体不包括１３号、１８号、２１号和性染色体
Ｘ、Ｙ。这个模型的参数由弹性网（Ｅｎｅｔ）和降秩回归
模型（ＷＲＳＣ）来决定。通过对两个独立样本群的研
究，发现ＳｅｑＦＦ方法与基于Ｙ染色体的方法显示了
很高的相关性，ｒ值分别为０．９３２和０．９３８（Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性）。与基于ＳＮＰ位点的方法的相关性为
０．９２１。双端测序的数据表明小于１５０ｂｐ的更短的
ｃｃｆＤＮＡ不均匀地分布在全基因组中。片段分析显
示增加的短的ｃｃｆＤＮＡ更可能来自胎儿，这部分在
ＳｅｑＦＦ算法中提供了更多的信息。但这个高维回归
模型需要大样本量的训练，当胎儿游离ＤＮＡ比例
低于５％时，模型的效能极大恶化，可能是由于训练
库中胎儿游离ＤＮＡ低于５％的样本不足以训练弹
性网模型［２５］。

５　基于犇犖犃甲基化水平的方法

ＤＮＡ甲基化是在胞嘧啶核苷酸上加入甲基的

过程［２６］。在哺乳动物体细胞中，ＣｐＧ二核苷酸中胞
嘧啶ＤＮＡ甲基化很常见，约占７０％的ＣｐＧｓ区
域［２７］。不同的器官组织具有不同的甲基化模式，通
过分析这些区域不同的甲基化状态可以区分其来
源［２８，２９］。基于此，研究人员使用了胎盘特异性甲基
化标记物来估计胎儿游离ＤＮＡ比例［３０，３１］。Ｃｈａｎ
等［３０］的研究发现犚犃犛犛犉１犃肿瘤抑制基因的启动
子在胎盘中是高甲基化的，但是母体血细胞是低甲
基化的。基于此，采用ＲＴＰＣＲ检测用甲基化敏感
的限制性内切酶消化过的犚犃犛犛犉１犃基因，母体来
源的低甲基化的犚犃犛犛犉１犃被内切酶消化掉，而胎
儿来源的超甲基化可以抵抗内切酶，因此可用ＲＴ
ＰＣＲ检测到。结果显示孕妇血浆中可以检测到超
甲基化的犚犃犛犛犉１犃基因，内切酶消化后的血浆
犚犃犛犛犉１犃基因通过基因分型鉴定为胎儿来源。
Ｎｙｇｒｅｎ等［３１］采用两组独立的标志物，Ｙ染色体性
染色体决定区的犛犗犡１４基因和犜犅犡３基因，基于
核酸质谱ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ单基因延伸技术对内切
酶消化过的血浆ＤＮＡ进行检测，开发了一种估算
胎儿游离ＤＮＡ比例的检测方法，命名为ＦＱＡ（ｆｅｔａｌ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓａｙ），通过比较胎盘和孕妇血浆单核
细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）
中５个不同甲基化区域犆犇犆４２犈犘１，犕犌犆１５５２３，
犛犗犡１４，犛犘犖和犜犅犡３，发现胎盘中增加的甲基化
水平和母体血浆单核细胞的无甲基化。在ＦＱＡ
中，通过测量甲基化敏感限制性内切酶酶切后的总
游离ＤＮＡ（母体和胎儿）和胎儿甲基化游离ＤＮＡ
的拷贝数来估算胎儿游离ＤＮＡ占比，其检测结果
与基于Ｙ染色体的定量方法具有较好的一致性
（狉＝０．８５，犘＜０．００１）。但是量化这些表观遗传标
记的分析过程涉及到对甲基化敏感的限制性内切
酶，其稳定性尚需大样本、多中心研究的验证。Ｌｕｎ
等［３２］采用全基因组亚硫酸氢盐测序，根据不同甲基
化区域胎儿来源ＤＮＡ的比例不同来估算胎儿
ＤＮＡ比例，通过两种方法分析孕妇血浆ＤＮＡ甲基
化谱，将加了ａｄｐａｔｅｒ的ＤＮＡ分两份，一份经亚硫
酸盐处理的，一份未处理的，通过１０个ＰＣＲ循环来
富集。第一个方法应用孕妇血样本和母胎多态位点
基因型不同分析胎儿特定的ＤＮＡ。第二个方法应
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用母血的甲基化谱和孕妇血浆中的胎儿ＤＮＡ部分
甲基化谱，根据母体血浆ＤＮＡ测序数据推断胎盘
甲基化谱。对孕早期，孕后期和妊娠结束后胎儿、胎
盘和母体血浆的甲基化谱进行系列评估，观察不同
孕期甲基化谱的改变，发现不论在全基因组水平和
单个ＣｐＧ区域上，孕妇血浆推断的胎儿甲基化谱与
胎盘甲基化谱类似，基因分型方法也验证了这一结
果。因此基于ｃｆＤＮＡ的不同组织来源的甲基化模
式不同，Ｓｕｎ等［２９］开发了一个称为血浆ＤＮＡ组织
甲基化谱的方法，利用全基因组亚硫酸氢盐测序，采
用５８２０个ＤＮＡ甲基化标记物推断孕妇血浆中
ｃｆＤＮＡ的不同组织来源占比。然而，目前基于亚硫
酸氢盐全基因组测序的组织定位算法来推断胎儿游
离ＤＮＡ比例对于常规ＮＩＰＴ来说太昂贵。

６　基于核小体足迹的方法
近年来，血浆游离ＤＮＡ的核小体来源被认为

是研究发展方向之一［１７，２４，３３，３４］。早期的两个主要研
究已揭示母体血浆游离ＤＮＡ的片段大小及不同胎
儿浓度的母体血浆中游离ＤＮＡ片段的分布［１７，２４］，
总的母体血浆游离ＤＮＡ在１６６ｂｐ有个主峰，然后
是以１０ｂｐ周期性递减的一系列小峰，说明血浆游
离ＤＮＡ分子大小主要是１６６ｂｐ，而胎儿游离ＤＮＡ
片段主要在１４３ｂｐ，暗示１６６ｂｐ代表核小体长度外
加一个连接子（ｌｉｎｋｅｒ），而１４３ｂｐ是被剪掉连接子的
核小体长度［１７］。Ｓｔａｒｖｅｒ等［３３］猜测母体游离ＤＮＡ
和胎儿游离ＤＮＡ片段大小不同是由于凋亡细胞的
ＤＮＡ核小体包裹不同或结合度不同而造成的，胎儿
游离ＤＮＡ比例应该和核小体剪切位置关联，研究

收集了３９８例产妇的血浆样本，基于游离ＤＮＡ的
单端测序数据生成了全基因组核小体图谱，发现胎
儿游离ＤＮＡ和母体游离ＤＮＡ的ＤＮＡ消化存在
差异，可由此来计算母体血浆中男胎和女胎的游离
ＤＮＡ比例。该方法被称为ＳＡＮＥＦＡＬＣＯＮ，不需
要昂贵的双端测序和额外的检测实验，能被嵌入经
济有效的ＮＩＰＴ作为一个工具评估胎儿游离ＤＮＡ
比例。有趣的是，该研究发现在推断的核小体中心
上下游７３ｂｐ出现的频繁ｒｅａｄｓ与胎儿游离ＤＮＡ比
例关联，但相对于其它方法，关联度较低（狉＝
０．６３６），因此基于核小体足迹的计算胎儿游离ＤＮＡ
比例的方法在应用于临床时需要更多实验来验证。
讨论

综上，各种估算母体血浆中胎儿游离ＤＮＡ比
例的方法有各自的优点和局限性，该综述对各方法
进行了归纳汇总（表１），并对原理作一简单示例图
（图１）。目前对各方法在实际应用中的研究的评估
报道主要有，ｖａｎＢｅｅｋ等［１６］通过对基于Ｙ染色体
的ＤＥＦＲＡＧ法，基于游离ＤＮＡ片段大小的ＳｅｑＦＦ
法和基于核小体的ＳＡＮＥＦＡＬＣＯＮ法的比较，建议
采用ＳＡＮＥＦＡＬＣＯＮ法检测血浆中有无胎儿游离
ＤＮＡ的存在，ＳｅｑＦＦ法评估怀孕女胎的胎儿游离
ＤＮＡ比例，采用基于Ｙ染色体的方法ＤＥＦＲＡＧ等
评估怀孕男胎的胎儿游离ＤＮＡ比例。Ｈｅｓｔａｎｄ
等［３５］也基于１４３７９个样本对ＮＩＰＴ胎儿游离ＤＮＡ
比例的评估方法做了比较，包括ＤＥＦＲＡＧ，ＳＡＮＥ
ＦＡＬＣＯＮ和ＳｅｑＦＦ，发现对于男性胎儿基于Ｙ染色体
的ＤＥＦＲＡＧ最佳，对于女性胎儿ＳｅｑＦＦ方法最好。

表１　无创产前筛查中孕妇血浆ｃｆＤＮＡ比例的检测及计算方法汇总
方法 优点 局限性 主要参考文献

基于Ｙ染色体的方法 简单，准确 只能检测男性胎儿，不适合女性胎儿 １３，１４
基于双亲ＳＮＰ位点基因型的方法直接，准确 父源ＤＮＡ可能获取不到 １７
利用ＳＮＰ位点基于高深度靶向
测序的方法（ＦｅｔａｌＱｕａｎｔ）

只做母体血浆ＤＮＡ测序；准确 高深度测序，１２０ｘ以上 １９－２２

利用ＳＮＰ位点低深度测序的改
进算法（ＦｅｔａｌＱｕａｎｔＳＤ）

低深度的母体血浆ＤＮＡ测序；准确 母体基因型的检测需要增加额外的费用；校准曲
线在不同测序和分型平台需要重建

２３

基于ＤＮＡ片段大小的方法 只需要低深度的母体血浆ＤＮＡ测
序；容易整合进常规ＮＩＰＴ检测

准确性中等；双端测序的成本增加 ２４

基于低深度单端测序数据建立
的ＳｅｑＦＦ模型

低深度的母体血浆ＤＮＡ测序；单端
测序；容易整合进常规ＮＩＰＴ检测

需要大样本来训练中立的网络模型；当胎儿ＤＮＡ
比例低于５％是需要增加准确性 ２５

基于ＤＮＡ甲基化水平的方法 准确 甲基化测序的亚硫酸氢盐转化和甲基化敏感限制
性内切酶消化都会影响准确性；相对于常规
ＮＩＰＴ，全基因组亚硫酸氢盐测序的费用非常昂贵

２９－３２

基于核小体足迹的方法 只需要低深度的母体血浆ＤＮＡ测序准确性低；在模型构建时需要高深度测序的数据
进行训练

３３
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图１　无创产前筛查中孕妇血浆ｃｆＤＮＡ比例的检测方法原理图
Ａ：基于Ｙ染色体的方法示意图；Ｂ：基于ＳＮＰ位点双亲基因型的方法；Ｃ：基于片段大小的方法；
Ｄ：基于甲基化的方法；Ｅ：基于低深度单端测序数据的ＳｅｑＦＦ模型；Ｆ：基于核小体足迹的方法。

结论
随着近十年二代测序技术和对血浆ｃｆＤＮＡ生

物信息学算法的迅猛发展，基于二代测序方法无创
筛查胎儿染色体非整倍体已被广泛应用，并成为转
化医学的典范。对于ＮＩＰＴ，一个快速、简单、准确

而经济有效的评估胎儿游离ＤＮＡ比例的方法成为
亟待要解决的问题，特别是越来越多的研究探讨将
ＮＩＰＴ应用到无创单基因病的临床实践中。准确估
算低比例的胎儿游离ＤＮＡ比例成为决定ＱＣ质控
的关键点，对临床结果的解读也至关重要。另一方
面，胎儿游离ＤＮＡ比例与妊娠结局有关，例如较低
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的胎儿游离ＤＮＡ比例可能与小胎盘或功能障碍的
胎盘相关，暗示其还具有潜在的辅助诊断价值［３６］。
目前仍需要对各种估算方法的大规模、大样本、多中
心的对比验证研究。还有研究发现，母体血浆中胎
儿来源的ｃｆＤＮＡ片段末端的偏好性和母体来源的
ｃｆＤＮＡ片段末端偏好性不同，不同类型片段末端比
例可能与母体血浆中的胎儿ＤＮＡ比例相关［３７］。
另，不同生理和病理状态下母体血浆胎儿游离ＤＮＡ
比例，各因素互作的分子机制也需要去阐明，例如甲
基化、核小体足迹、母体血浆ＤＮＡ末端切割模型的
潜在机制。
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单基因疾病的无创产前筛查新进展
蔡光伟

（香港中文大学妇产科学系，中国香港）

犇犗犐：１０．１３４７０／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｊｐｄ．２０２３．０４．０１３

　　目前，无创产前非整倍体筛查已经有了明确的指南和质控标
准体系，全国各地都在有序开展，使得孕妇不用再必须进行侵入性
产前诊断，可以在孕早期获知胎儿情况，但是，由于目前普及的无
创筛查技术侧重于１３、１８、２１三体等非整倍体变异，而对于总体发
病率在１／１００的单基因罕见病却无能为力。

来自香港中文大学的蔡光伟教授给我们带来了单基因疾病的
无创产前筛查新进展，蔡教授主要从单基因病无创筛查的概念，临

床研究的最新进展及应用三个方面进行了探讨。首先作者详细介绍了目前单基因病无创产前检测主要依赖
的两个手段：相对突变剂量和相对单倍型剂量。其次，介绍了来自贝勒医学院的包含３０个基因，４４种ＡＤ
遗传病检测ｐａｎｅｌ，检测的疾病累计发病率约１／６００，总体阳性检出率为５．７％。以及来自英国的ＮＨＳ将
ＮＩＰＤ应用于软骨发育不全和致死性骨发育不良的研究概况。最后，蔡教授介绍了一个覆盖６４个ＡＤ基
因，９２种疾病（综合发病率约１／１８０）的ＮＩＰＳ２．０ｐａｎｅｌ，尤其适合Ｂ超提示ＮＴ增厚和先天性心脏病缺陷
胎儿，且夫妻双方不愿意进行有创产前诊断的家系可以尽早明确胎儿异常病因，从而提前产前诊断时间。无
创单基因遗传病的产前筛查应用可以提前产前诊断时间，尽早明确超声异常胎儿病因，实现了对孕期无症状
遗传病的产前诊断。
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